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UTILISATION DMSOFLAVONES ET/OU D'EXTRAITS 
COSMETIOUE ET EN TANT QU'ADDITIF ALIMENTAIRE. 

(§) La presente invention se rapporte a ('utilisation d'au 
moins un produit chotsi dans le groupe constitue par les iso- 
flavones, les extraits de prunier dAfrique et les melanges de 
ces demiers, pour la preparation dune composition desti- 
nee a inhiber I'activite de la 5a-reductase. Cette utilisation 
permet d'obtenir un effet remarquable d'inhibition de ractivi- 
te de la 5a-reductase procurant ainsi une nouvelle reponse 
pour le traitement des pathologies et/ ou desordres derma- 
tologiques lies a une une exageration congenitale ou acqui- 
se de ractivite de la 5a-reductase. notamment pour le 
traitement de Thypenrophie prostatique, de Tad^nome pros- 
tatique, de Tacne, de I'hyperseborrhee, de Talopecie et de 
rhirsutisme. L'invention se rapporte egalement a des me- 
thodes de traitement cosmetique. notamment de la peau 
grasse, ainsi qu'a I'ulilisation dudit produits decrits en tant 
qu*additifs dans un aliment pour I'etre humain et/ ou Tani- 
mal. 
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5 La presente invention se rapporte a Tulilisation d'au moins un produit choisi 

dans le groupe constilu^ par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et les 
melanges de ces demiers, pour la preparation d'une composition destin^e a inhiber 
I'activite de la 5a-reductase, notamment pour le traitement de 1 'hypertrophic 
prostatique, de Tadenome prostatique, de Tacne, de Thyperseborrh^e, de Talopecie, 
10 de I'hirsulisme. 

L'invenlion se rapporte egalemenl a des meihodes de irailemenl cosmetique, 
notamment de la peau grasse, ainsi qu'a Tutilisation des produiis decrits en tant 
qu'additifs dans un aliment pour I'eire humain et/ou I'animal. 

La 5a-reduciase est une enzyme microsomiale NADPH dependanle qui existe 
1 5 sous forme de deux isoenzymes synthetisees a partir de deux genes differents. 

^isoenzyme de type 1 de la 5a-reductase est reirouvee essenliellement dans 
le foie et la peau, plus particulierement dans les glandes sebacees de la peau non 
genitale et du cuir chevelu, et apparait a la puberte. L'isoenz>TOe de type 2 est 
predominante dans la prostate et au niveau de la peau des territoires sexuels 
20 differencies : region genitale, barbe, et joue un role dans la differenciation sexuelle. 
La repartition des isoenzymes de type 1 el 2 de la 5a-reductase au niveau de la peau 
el des annexes cutanees chez Thomme peut etre illustree par le tableau 1 ci-apr^s. 

II existe un certain nombre de pathologies pour lesqueiles une exageration 
congenitale ou acquise de Tactivite de la 5a-reductase est responsable en totalite ou 
25 en majorite des troubles observes. 

Par exemple, chez Thomme, cettc enzyme 5a-reduciase, principalement 
localisee dans les tissus genitaux et dans la peau, catalyse Thydroxylation de la 
testosterone en 5a-reductase dihydroleslosterone (DHT). Or, comme la DHT est un 
androgene bien plus actif que la testosterone (environ 2 fois plus), les effets de cette 
30 demiere sont amplifies dans les tissus ou est produite la DHT. Une activite Irop 
elevee de la 5a-reduclase provoque ainsi des leneurs en androgene sous forme de 
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DIM irop cicvccs dans la prostate, d'ou une surslimulation de celle demiere se 
iiaJuisoni cn unc croissance indesirablc pouvanl mener a la pathologic de 
l*h\p^.-nrophic prostatique, voire a I'adenome prosiatique, necessilanl le plus souvent 
unc intcrwnlion chirurgicale. 



1 ahUau I : rcparlition des isoenzA^mcs de hpc 1 et 2 de la Sa-reductase 
an nix rati dr \j pcau el des annexes cutanees chez rhomme 







H5-arl 


H5-ar2 


hlMDI KMI 


Couche basale 




+ 




C^ouche snincusc 
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++ 




Couche granuleuse 








Couche com^e 






DEKMI-. 


Fibroblastes 






GLANDI S SEBACEES 


Cellules basales 








Cellules glandulaires 






GLANni:S SUDORALES 


Canal excreteur 






ECCRINES 


Cellules secretrices 








Cellules myoepitheliales 


++ 
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FOLIJCI.'LE PILEUX 


Papille dermique 
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+ ? 




Cellules de !a matrice 




+ 




Gaine epitheliale interne 


+ 






Gaine epitheliale externe 


++ 






Muscle arrecteur 







D'auircs pathologies, de type dermalologique, peuvenl etre obsen'ees chez 
10 rhomme ou la femme comme rdsuhant d*une suraclivite de la 5a-reductase a savoir, 
en paniculicr Tacne, I'hirsutisme ou encore Talopecic. 

Dans la peau, I'activite de la 5a-reduclase est plus importante dans la glande 
sebacee que dans les autres structures. Par ailleurs, les glandes seborrheiques 
montrent une active 5a-reductase plus importante que celles des autres lerritoires 
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cutanes. Par consequent, le niveau de secretion s^bacee physiologique semble 
elroiiement lie a Taclivite de cette enzyme. 

Chez Tacn^ique, il existe une hyperaclivite de la 5a-reductase. Plus qu'une 
augmentation des taux seriques des androgenes, c'est une augmentation des 
5 precurseurs en DHT, facteur principal de la fonction sebacee, qui participent a Tacne. 

La peau grasse ou (seborrhee), outre son aspect disgracieux, constitue un 
terrain sur leque! peuvent survenir des complications. Elle atteint les zones ou les 
glandes sebacees sent nombreuses et resulte principalemenl d'une surstimulalion 
androgenique de la production s^bacee par ces glandes specifiques. L'hyperseborrhee 

1 0 pariicipe a la survenue des lesions d'acne vulgaire. 

Dans le cuir chevelu, on retrouve I'isoenzyme de type 1 de la 5a-reductase au 
niveau des glandes sebacees, ainsi qu'au niveau du follicule pileux. L'isoenzyme de 
type 2 de la 5a-reductase est localisee majorilairement au niveau de la gaine 
epitheliale interne, ainsi qu'au niveau de la papille dermique du cheveu. Cependant 

1 5 cette demiere localisation reste a pr^ciser. 

L'alopecie androgenique, donl la physiopathogenie est tres voisine de celle de 
Tacne, est la plus frequente des alopecies et sans doute cellc oil la demande de 
therapeutique est la plus forte. La 5a-reductase semble jouer un role primordial dans 
cette pathologic. En effet, les hommes atteints d'un deficit genetique en isoenzyme 

20 de type 2 de la 5a-reductase ne developpent pas d'alopecie androgenelique. 

Compie tenu de ce qui precede, la recherche s'est orieniee vers, la mise au 
point d'inhibiteurs de la 5a-ieductase. Certains steroides comme la progesterone ont 
ete testes dans ce sens, mais sa metabolisation rapide la rend inefficace in vivo. Pour 
etre actif, Tinhibiteur de 5a-r6ductase doit etre suffisamment stable pour bloquer 

25 Tactivile de I'enzyme in viiro. Le finasteride, inhibiteur competitif steroVdien, rempli 
cetle condition, mais il est plus actif sur Tisocnzyme de type 2 que sur Tisoenzyme de 
type 1 el ces deux isoenzymes n'ont que 50 % d'homologie sur la sequence de leurs 
acides amines. C'est done surlout dans I'hyperplasie benigne de la prostate que le 
finasteride a deja ete teste. 

30 Par ailleurs, on connait egalement Textrait de Serenoa Repens, comme 

reference en lant qu'inhibiieur de la 5a-reductase, Texirait de Serenoa Repens 
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presentant I'avanlage, par rapport au finasieride, d*une origine naturelle en tant 
qu'exlrait vegetal permettant une meilleure comparaison pour des produits testes 
egalement d'origine naturelle. Serenoa Repens^ egalement connu sous la 
denomination Sabal serrulotum, est un petit palmier que Ton peut trouver aux Etats- 
5 Unis (Floride) en Afrique du Nord el en Espagne. 

On a maintenanl trouve de maniere tout a fail surprenante el inattendue que 
I'utilisation de certains composes d'origine vegetale permet d'obtenir un effet 
remarquable d'inhibilion de I'activite de la 5a-reductase procurant ainsi nolamment 
une nouvelle reponse pour le traitemenl des pathologies el/ou desordres 

10 dcrmatologiques evoques ci-dessus. 

La presente invention se rapporte ainsi a I'utilisation d'au moins un produit 
choisi dans le groupe conslitue par les isoflavones, les exlrails de prunier d'Afrique et 
les melanges de ces derniers, pour la preparation d'une composition deslinee a 
inhiber I'activite de la 5a-reductase. 

15 Selon Tinvention, I'expression "el les melanges de ces derniers" ci-dessus 

cnglobe bien entendu en parliculier des melanges d'isoflavones, des melanges 
d'cxtraits de prunier d'Afrique ou encore des melanges d'isoflavones(s) el d*extrait(s) 
de prunier d'Afrique. 

En parliculier, rulilisation selon rinvention est caraclerisee en ce que la 

20 composition est deslinee a inhiber I'isoenzyme de type 1 el/ou I'isoenzyme de type 2 
de la 5a-reductase. 

Les isoflavones utilisables selon Tinvention peuvent eire obienues par 
synthese chimique ou sonl des substances naturelles exlrailes de produits naturels, 
nolamment a partir des vegetaux. 
25 On distingue les formes aglycones'dcs isoflavones et les formes glycosylees 

de ces demieres. Ces diverses formes sonl illustrees par les formules suivantes. 
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Formes aglycones, de formule : 




(I) 



dans laquelle Rl et R2 representent : 



Rl 


R2 


R6 


Nom du compose 
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H 


OH 


Daidzeine 


OH 


H 


OH 


Genisteine 


H 


OCH3 


OH 


Glyciteine 


H 


H 


OCH3 


Formononectine 


OH 


H 


OCH3 


Biochanine A 



Formes glycosylees, de formule : 




dans laquelle R3, R4 et R5 repr^senlenl : 
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R4 


R5 


Nom du compose 
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Daidzine 


OH 


H 
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Genistine 
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OCH3 
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Glycitine 


H 


H 


COCH3 


Acetyldaidzine 


OH 


H 


COCH3 


Acetylgenistine 


H 


OCH3 


COCH3 


Acelylglycitine 


H 


H 


COCH2COOH 


Malonyldaidzine 


OH 


H 


COCH2 COOH 


Malonylgenistine 


H 


OCH3 


COCH2COOH 


Malonylglycitine 
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On.peut encore citer : 

- la genistein-4'-0-g!ucoside de formule : 



5 




(111) 



- la 2'-hydroxygenistein-7-0-glucoside de formule : 




15 

. la genistein-C-8-glucoside de formule : 



20 



25 
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Les formes glycosyl^es des isoflavones sont hydrolysees sous Taction des 
beia-glucosidases. Les formes glycosylees (daidzine el genistine) et acylees sont les 
plus abondantes. Une hydrolyse acide chimique ou enzymatique peut transformer ces 
formes conjuguees en daidz^ine et genisteine, plus absorbables. 
5 L'utilisation selon Tinvention est caracterisee en ce que le produil est choisi 

parnii les isoflavones synthetiques ou d'origine naturelles, du groupe constitue par les 
genistine, daidzine, glycitine, acetyldaidzine, acetylgenistine, acetylglycitine, 
malonyldaidzine, malonylgenistine, malonylglycitine, la 2,4,4*- 

irihydroxydeoxybenzoine (THB), la daidzeine, la genisteine, la glyciteine, la 
10 formononecline, la biochanine A, la genistein-4'-0-glucoside, la 2'-hydroxygenistein- 
7-0-glucoside, la genistein-C-8-glucoside,el les melanges de ces demiers. 

On prefere tout particulierement uliliser selon I'invention un produit choisi 
dans le groupe constitue par la genistine, la genisteine et les melanges de ces 
derniers. 

15 On ne connait pas de sources naturelles aussi riches en isoflavones que le 

soja. Les methodes de purification des isoflavones a partir de produits du soja, 
notamment les graines, les germes de soja (ou "soja germe"), les laits de soja donl 
broyats et melasses et les produits fermenies (en particulier Tofu et Tempeh) sont 
bien connues de I'homme du metier. 

20 Le tableau 2 suivant illustre les teneurs en isoflavones 

,(microgrammes/gramme) dans des graines de soja de recoltes de I'lowa (Wang et 
Murphy, "Isoflavone composition of American and Japanese Soybeans in Iowa : 

effects of variety, crop year, and location", J. Agric. Food Chem. 1994, 42, 
1674-1677). 

25 
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Tableau 2 : exemple de teneurs en isoflavones dans des graines de soja 



Formes aglycones 


jig/g d'extrail sec. 


Daidzeine 


7-60 


Genisteine 


17-56 


Glycileine 


20-24 


Formes glycosylees 




Daidzine 


1 80-780 


Genistine 


325-850 


Glyciiine 


53-70 


6"-0-malonyldaid2ine 


121-410 


6"-0-malonylgenisline 


290-958 


6"-0-ma]onylglycitine 


61-72 


6"-0-acetyldaid2ine 


ir 


6"-0-acetylgenistin 


2-10 


6"-0-acetylglycitine 


23-36 



Le soja germe est la source de soja la plus riche en isoflavones. 

Concemanl le lait de soja, il est traditionnellement obtenu a chaud par 
broyage des graines apres depelliculage, en milieu alcalin. Un traitement thermique 
est effectue pour inhiber les facteurs antilrypsiques. 

Les quantites d'isoflavones presenles dans les lails de soja sonl variables. Le 
tableau 3 suivant est une illustration des teneurs en isoflavones des laits de soja. 
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Tableau 3 : cxcmplc dc tcncurs en isoflavoncs dans dcs laits de soja 



Formes aglycones 


Mg/g d'extrait 
sec. 


mg/1 de soja 


Daidzeine 


18 


1,4 


Genisteine 


19 


1,5 


Glyciteine 


10 


0.8 


Formes glycosylees 






Daidzine 


410 


33 


Genistine 


710 


57 


Glycitine 


65 


5 


6"-0-malonyldaidzine 


690 


55 


6"-0-malonylgenistine 


871 


70 


6"-0-malonyIglycitine 


39 


3 


6"-0-acetyIdaidzine 


22 


18 


6"-0-acetylgenistine 


820 


66 


6"-0-acetylglycitine 


89 


7 



Les broyats ou melasses resullanl de la production du lait de soja 
5 representenl egalement une source d'isoflavones de soja. 

Par "extraits d'isoflavones de soja", on entend ainsi selon rinvention les 
extraits d'isoflavones de soja obtenus a partir des differents produits du soja decrits 
ci-dessus (graines, germes de soja (ou "soja germe"), les lails de soja donl broyals el 
melasses et les produits fermentes (en particulicr Tofu cl Tempeh)), extraits qui ont 
10 eventuellement ete purifies et/ou concentres pour augmenler leurs leneurs en 
isoflavones, selon des methodes bien connues dc Thomme du metier. 

L'uiilisalion selon I'invention est ainsi egalement caracierisee en ce que ledil 
produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du soja. 

On peul en parliculier citer I'exlrail d'isoflavones de soja commercialise par la 
15 Societe Nutrinov sous la denomination Genosten 4000^^. II s'agil d'un extrait soluble 
de soja enrichi en isoflavones obtenu aprcs concentration par evaporations 
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successives des melasses de soja. Ce precede ne fait appel a aucun solvant organique. 
On Irouvera des donnees analyliques sur ce produil dans les exemples ci-apres. 

Le lupin (lupinus) est egalement une source naturelle interessante en 
isoflavones. On peut ciler en particulier la variete du "lupin jaune" dans les tiges 
5 duquel ont notamment ete idenlifiees les isoflavones glycosylees genistine, 2'- 
hydroxygcnistein-7-O-glucoside, genistein-4'-0-glucoside ei la genistein-C-8- 
glucoside dont les formules respectives sent decrites ci-dessus (Rafal Franski el al, 
"Application of mass spectrometry' to structural identification of flavonoid 
monoglycosides isolated from shoot of lupin (lupinus luteus L.y\ Acta Biochimica 

10 Polonica, vol 46, N° 2/1999, 459-473). 

L'uiilisation selon Tinvention est ainsi egalement caraclerisee en ce que le 
produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du lupin c*est-a-dire, par analogic 
avec la definition ci-dessus pour les extraits d'isoflavones du soja, parmi les extraits 
d'isoflavones pouvant etre obtenus a parlir des produits du lupin. 

15 Les extraits de prunier d'Afrique ou "Pygeuw Africanum'* sont bien 

connus de I'homme du metier. lis sont principalement issus de Tecorce du prunier 
d'Afrique. II s'agil d'extrails steroliques de prunier d'Afrique, tels que ceux 
commercialises par les societes Euromed et Indena sous les denominations 
respectives "Pygeum" ^VPrunus Africana". Des caracteristiques physico-chimiques 

20 de ces deux extraits sont donndes dans les exemples ci-apres. 

On utilise en particulier selon Tinvention le produit tel que decrit ci-dessus, 
sous forme d'isoflavone(s) de soja, d'extrait(s) de prunier d'Afrique ou d'un melange 
de ces derniers, selon une proportion comprise entre environ 0,001 et environ 100 % 
en poids (utilisation sous forme pure possible dudit produit), de preference entre 

25 environ 0,01 et environ 70 % en poids, et plus particulierement encore entre environ 
0, 1 et 1 0 % en poids, par rapport au poids total de la composition. 

La composition preparee par Tulilisalion selon Tinvention peut en outre 
comprendrc un excipient pharmaceutiquemenl, dermalologiquement ou 
cosmeliquement acceptable. On peut utiliser tout excipient adaple pour les formes 

30 galeniques connues de Thomme de metier, en vue d'une administration par voie 
topique, orale, enterale ou parenterale, notamment rectale. 
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En paniculier, cet excipient peut etre adapte pour Tobtention d'une 
composition sous forme d'une solution huileuse, d'une emulsion eau-dans-huile, unc 
emulsion huile-dans-eau, une microemiilsion, un gel huileux, un gel anhydre, une 
creme, une dispersion de vesicules, de microcapsules ou de microparticules, ou 
5 encore de gellules ou de capsules molles de gelatine ou vegelales. 

De preference, on utilise un excipient adapte pour une administration par voie 
topique externe ou par voie reciale. 

L'effei avaniageux d'inhibiiion de lactiviie de la 5a-reductase foumi par 
I'utilisation seion I'invention permet de destiner la composition ainsi preparee a des 
10 traitements therapeutiques, notamment dermatologiques, et cosmeiiques. 

Ainsi, I'utilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la composition 
est desiinee au traitement des pathologies el/ou des desordres cutanes lies a une 
exageration congenitale ou acquise de I'activile de la 5a-reductase. 

En particulier, I'utilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la 
15 composition est destinee au traitement de I'hyperlrophie prostalique. 

En outre, I'utilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de I'adenome prostatique. 

L'utilisation d'un excipient adapte pour une administration par voie rectale 
comme decrit ci-dessus peut etre particulierement envisagee pour ces traitements de 
20 I'hypertrophie et/ou de I'adenome prostatique. 

L'utilisation selon Tinvention est egalcment caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de lacne. 

L'utilisation selon I'invention est egalemeni caracterisee en ce que la. 
composition est destinee au traitement de I'hyperseborrhee. 
25 Enfm, l'utilisation selon I'invention est egalemeni caracterisee en ce que la 

composition est destinee au traitement de Talopecie. 

L'uiilisation selon I'invention est egalcment caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de Thirsutisme. 

La presenle invention a encore pour objet une methode de traitement 
30 cosmetique de la peau grasse, caracterisee en ce qu'on applique sur la peau une 
composition cosmetique contenant au moins un produit choisi dans le groupe 
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constitue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et les melanges de ces 
derniers, tels que decrils ci-dessus. 

L'invention a par ailleurs pour objet une methode de traitement cosmetique 
de la chute des cheveux, caracterisee en ce qu'on applique sur le cuir chevelu une 
5 composition cosmetique contenant au moins un produil choisi dans le groupe 
constitue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et les melanges de ces 
derniers, tels que decrit ci-dessus. 

Enfin, rinvention a ^galement pour objet une methode de traitement 
cosmetique de Texces de pilosite, caracterisee en ce qu'on applique sur les zones de 
10 la peau presenlant des exces de pilosite une composition cosmetique contenant au 
moins un produit choisi dans le groupe constitue par les isoflavones, les extraits de 
prunier d'Afrique et les melanges de ces derniers, tels que decrits ci-dessus. 

En effet, a I'oppose des traitements medicaux honnonaux, ces deux dernieres 
methodes de traitement cosmetique permettent d'ameliorer Tapparence en reduisant 
15 de maniere visible les phenomenes disgracieux de chute de cheveux lies a I'alopecie 
et les phenomenes d'exces de pilosites lies a I'hirsutisme. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de ces methodes de traitements 
cosmetiques, ledil produit est present dans la composition selon une proportion 
comprise entrc environ 0,001 et environ 100 % en poids (utilisation sous forme pure 
20 possible, sans excipient), de preference entre environ 0,01 et environ 70 % en poids, 
et plus particulierement encore entre environ 0,1 et 10 % en poids, par rapport au 
poids total de la composition. 

Avantageusement, la composition cosmetique appliquee selon la methode 
cosmetique de l'invention contient en outre au moins un excipient cosmetiquement 
25 acceptable tel que decrit ci-dessus. 

Enfin, rinvention a encore pour objet I'utilisation d*au moins un compose 
choisi dans le groupe constitue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et 
les melanges de ces derniers, tels que decrits ci-dessus, en tant qu'additif dans un 
aliment pour I'etre humain el/ou I'animaL Cette utilisation alimentaire est de 
30 preference caracterisee en ce que ledit addiiif est present dans I'aliment selon une 
proportion comprise entre environ 0,001 et environ 100 % en poids, de preference 
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entre environ 0,0! et environ 70 % en poids, el plus particulierement encore entre 
environ 0,1 et 10 % en poids, par rapport au poids total de ralimenl. 

Les exemples suivants sont destines a illustrer la presente invention et ne 
doivent en aucun cas etre interpr6tes comme pouvant en limiler la portee. 
5 A moins qu'il n'en soit precise autremenl, les pourcentages indiques dans les 

exemples suivants sonl des pourcentages en poids. 

Exemple 1 : Evaluation de ractivitc inhibitrice sur Tactivite de la 5a- 
reductase par mesure du taux de 5-dih) dro(es(ostcrone formee a partir de la 
10 feslosteronc par les cellules DUI45. 



I, Materiel et methodes 
LI Materiel 

Les cellules prostatiques DU145 sont issues d'une lignee tumorale obienue a 
15 partir d'un carcinome de la prostate (N° ATCC HTB 81). Le milieu MEM 
(ref. 04 10265), la glutamine et la gentamycine viennent de chez Gibco. Le serum de 
veau foetal (SVF) vient de chez DAP et est utilise decomplemente (45 mm a 56^C), 
les plastiques sen-ant a la culture (boites et plaques) viennent de chez Costar. La 
testosterone vient de chez Sigma. 

20 

L2 Methode 

L2.1 Preparation des gammes de produits 

Une solution mere en ethanol a 10 mg/ml est preparcc a partir de chacun des 
produits testes. 

25 La gamme de concentration utilisee pour les experiences est la suivante : 0, 5, 

10, 50, 100 ct 500 microgrammes/ml. (Dilution effectucc dans le milieu de culture). 
Le volume d'extrait ajoute par puils etant de 20 microliircs/puits, les solutions a 
preparer sont concentrees 50X. 



30 
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Prepara tion dc la Testosterone 

Unc soluiion m^re de testosterone a 10 mM est preparee dans I'eihanol. Au 
moment dc son utilisation, cette solution est diluee au 1:1000 dans le milieu de 
culture el !0 microlitres sont ajoutes par puits. 

1.2.2. Experience dMnhibition de la 5a-reductase des DU 145 
Lcs cellules prostatiques DU145 sont cultivees a ST^'C, 5% CO2 dans un 
milieu MI,M ctuiienanl de la glutamine (2mM), de la genlamycine (50 
microprammcs ml) el 10% de SVF. Leur taux de sous-culture est de 1:10. 

A\ant de lancer Texperimentation, les cellules sont mises en culture dans des 
plaques 6 pu:ts a raison de 2.10^ DU145 par puits/1 ml de milieu ne contenant que 
1% de S\T. I.cs cellules sont maintenues 3 jours a 37X, 5% CO2. Le jour de 
rexpcricnce, le milieu de culture contenu dans les puits est elimine et remplace par 
du milieu neufconlcnant 1% de SVF. La testosterone (0,1 micromolaire final) ainsi 
que les cxtraiis aux differentes concentrations sont ajoutes au milieu a raison de 10 et 
20 microliircs/puils respectivement. (Les puits "controles" correspondent a des 
cellules -ncuhees en presence de testosterone et d'un equivalent Elhanol. Ceci permet 
de sousirairc Teffet du solvant sur les cultures et de determiner le pourcentage de 
DHT formee en absence d'inhibiteur). Les cellules sont alors incubees a 37°C, 5% 
CO2. Au boul de 3 heures, les sumageants de culture sont collectes et congeles a - 
80°C jusqu'au dosage. 

Mcsure du taux de DHT formee 

Principe: extraction des produils lipophiles par Tether, concentration des 
echantillons en Dl IT par chromatographic d'affinite et dosage radio-immunologique 
Prertaration des echantillons 

- Apres avoir agite au vortex les prelevements, introduire les echantillons dans des 
flacons "SnPEX" 

- Ajouter dans chaque lube 0,1 ml de la solution radioac\ive"3H-Rdl" (pour 
evaluation du rcndemcnt d'extraction). Boucher les flacons, les agiter un par un au 
vortex. 
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- Laisser reposer 30 min a temperature ambiante. Puis agiter de nouveau chaque 
flacon au vortex. 

- Ajouter dans chaque flacon : 5 ml d'ether elhylique. 

- Boucher les flacons el les agiter manuellement de fa(^on energique. Laisser decanter 
5 quelques minutes. 

- Congeler les phases aqueuses a -30*^C, pendant au moins 1 heure. 

- Recueillir la phase etheree dans un tube a essai en boro-silicate de 5 ml 
correspondant. 

- Evaporer totalement la phase elh^ree a I'aide du systeme evaporateur + bain-marie a 
10 37°C. 

Separation de la DHT 

• Preparation des colonnes : Preparer les colonnes dans des pipettes de culture en 
verre de 5 ml avec 10 cm de chromatolithe A. 

15 • Rinfage des colonnes : 3 ml d'iso-octane pur combitips (3 fois), en laissant couler 
par simple graviie. 

• Elution des extraits etheres sees 

- Chaque extrait sec est repris par 1 ml d'iso-octane pur, vortexer vigourexisement, 
Attendre 15 min a temperature ambiante. Reagiter au vortex. 

20 - Lorsque les 3 ml d'iso-octane (lavage des colonnes) sont elu^s, transvaser les 
extraits elheres sees repris par Tiso-octane sur la colonne. Laisser eluer. 

- Rincer chaque tube "extrait sec" avec 1 ml d'iso-octane pur combitips, vortexer 
vigoureusemeni. Aiiendre 15 min a temperaiure ambiante. Reagiter au vortex et 
transvaser dans la colonne comme precedemmenl. 

25 - Laver par 4 ml d'iso-octane pur. 

• Recueil de la DHT 

- Preparer le solvant d'elution (melange a 6% iso-octane/aceiate diethyl: 94/6 (v-v)) 
-Eluer par 6 ml (pipette) de ce melange. 

- Recueillir ]*eluat DHT dans les tubes a essais en boro-silicate de 5 ml identifies. 

30 • Traiiement de Teluat DHT : Evaporer le solvant de Teluat a Taide du systeme 
evaporateur-bain-marie (37°C) 
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Dosage RIA 

• Protocole de distribution : Rependre les echantillons par 0,5 ml de tampon RC, le 
Blanc par 1 ml de tampon Reel, les Controles par 0,5 ml de tampon RC. Placer a 

5 Tetuve a 37°C 15 min Agiler de nouveau les tubes au sortir de Tetuve (1 min). 
Dans des tubes a hemolyse en verre identifies de 5 ml, mcttre dans I'ordre: 

• Tampon : Activite Totale (AT): 0,7 ml de tampon RC, Activite Non Specifique 
(N): 0,2 ml de tampon RC, Gamme : seul le point 0 de la gamme (note BO) comporte 
0,1 ml de tampon RC, 

10 * Solution etalon (1000 a 7,8 pg/tube) : 0,1 ml de la solution etalon respective. 

• 0,1 ml d'extrait sec repris dans le tampon 

- Puis, distribuer ranti-sdrum : 0,1 ml dans tous les tubes sauf AT et N. 

- Puis, distribuer la solution dc dosage "3HD" : 0,1 ml dans tous les tubes. 

- Vortexer et recouvrir d'un parafilm. 

15 - Incubation a 4°C, pendant lh30 minimum (24 h. maximum). 

• Preparation du charbon-dextran : Mettre la suspension de charbon-dextran dans un 
becher, puis, dans un bain d'eau glace a 4^C, pendant au moins lh30. 

• Rendemeni de purification en DHT 

- Dans 6 peiiies fioles a scintillation (3 par serie) deposer : 0,4 ml de tampon RC + 
20 0,1 ml de la solution "3H-Rdt" (flacon du premier jour au refrigerateur). Blancs : 

mettre 0,5 ml d*extrait sec reconstitue pour le blanc. Echantillons et controles : mettre 
0,25 ml de tampon RC + 0,25 ml d'extrait. 

- Ajouler 5 ml de liquide a scintillation dans touies les fioles. 

25 Separation de la DHT libre de celle liee a Tanticorps 

- Mettre la suspension de charbon-dextran sous agitation magneiique, dans une 
bassine d'eau glacee. 

- Ajouter 0,5 ml de charbon-dextran dans tous les tubes sauf AT en 2 min maximum. 

- Vortexer, remetlre les tubes dans I'eau glacee. Attendre 10 min exactemenl. 
30 Centrifuger a 4°C, 3400 rpm, pendant 1 1 min 
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- I^pcicr 0,5 ml de chaque sumageant (y compris AT) dans une petite fiole de 
complagc 

- Aiouicr 5 ml de Hquide scintillant. Agiler, laisser s'equilibrer 30 min a temperature 
ambunic 

- Moiirc a compter 2 min avec le compleur (3 (Beckman, LS 6000 SE). 

2. Bulletins analytiques des produits testes 

2.1. I cxtraii d'isoflavones de soja teste, denomme Genosten 4000, a ele 
foumi par la soci<.^!c Nuirinov. 

DcscriptUm : l.xirai: soluble de soja enrichi en isoflavones obtenu par une technique 
dVMraciii»n physique, sans utilisation de solvants organiques. 

Caracti'ri^itiques physico-chimiques : 



Densilc 
Humiditc 

PH (soluiion aqueuse a 4%) 
Solubil:lc dans Teau 



400 g/1 

<5% 

8 



100% 



Composition : 



Proleincs 

Lipides 

Glucides 

Sodium 

Calcium 

Potassium 



11 % 

< 0.5 % 
60% 



Phosphore 



1500mg/100g 
< 100 mg/lOOg 

5500 mg/lOOg 
300 mg/lOOg 



Composition en isoflavones : 



Teneur tolalc en isoflavones : 



4000 H-A 200 mg/lOOg 



Profil type 

Daidzine 

Genistinc 



200 
280 
900 

2080 

30 

10 



Malony!daid/.inc 
Malonylgenisline 



Daidzeine 
Genisteine 
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2.2. L'extrait de Pygeum Africanum teste a ete fourni par la sociele Euromed 



Description : Exxrah lipido-slerolique de Pygeum Africanum issu de Tecorce de 
pygeum. 



Caracterisitiques physico-chimiques : 
Aspect 

Sulubilile 

Pcrie a la dessication 
Ccndres 
Absorption UV 

Composition chimiquc 

Indice d'acide 

Composition en acides gras (%) 



CI2 


0 


C16 


0 


CIS 


0 


CIS 


1 



C18 ;2 
CIS :3 

Tcncur cn insaponifiable 
Sterols 



pate visqueuse de couleur marron prononce, 
avec une odeur caract^ristique 

Insoluble dans i"eau, soluble dans le 
chlorofoorme 

3 % max. 

0.4 % max. 

Maxima a 242 ; 282 et 320 nm 

39 mg KOH/g 

0.3 

44.6 

5.6 

36.6 

9.8 

0.6 

1 7.6 % 
14.7 
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3. Resultats - Evaluation de la conversion dc la testosterone en 5- 
dihydrotcstosterone par les cellules DV 145 - Determination des IC 50 

Tableau 4 



Produi! tcsfe 


IC 50 (fig/ml) 


Extrait d'isoflavones de sqja (Genosten 4000) 


71 


Extrait de Pygeum Africanum 


203 


Sereoa repens 


60 



5 

4. Conclusions 

L'extrail de serenoa Repens, choisi comme substance de reference, inhibe 
ractivile de la 5-aIpha reductase, Ce resultat valide done le test. 

L'extrail dMsoflavones de soja, faiblcmcnl charge en isoflavones (4 %), est 
10 aussi actif que I'extrait de serenoa Repens, choisi comme substance de reference 
inhibitrice de I'activite de la 5-alpha reductase. 

L'extrait de Pygeum Africanum teste est actif dans Tinhibition de la 5-alpha 
reductase. 

15 Exemple 2 : Evaluation in vitro de Factivite de la 5-a reductase sur la 

conversion de la testosterone en 5a-dihydrotestosterone dans des cultures de 
fibroblastes dermiques humains normaux. 
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Abreviations utilisees dans ce qui suit 



: tritium 

25 CCM : chromatographic en couchc mince 

Ci : Curie 

DMSO : dimethyl sulfoxyde 

Ml 99 : appellation donnee a un milieu de culture standard 
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MCF 



: milieu de culture des fibroblastes 



MEM 



: appellation dbnnee au milieu de culture. Minimum Essential 



medium 



MTF 



: milieu d'incubation des fibroblastes 



Rf 



: facteur de retention relaiif 



SVF 



: serum de veau foetal 



5a-DHT : 5a-dihydrotestosterone 



10 



15 
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On se propose d*evaluer I'effet des produits tels qu' un extrait d'isoflavones de 
soja (Genoslen 4000, decrit ci-dessus), de la genisteine et de la genistine (isoflavones 
purifiees, produits commerciaux Sigma), d'un extrait de Pygeum Africanum, d'un 
extrait de Serenoa Repens choisi comme reference, sur I'activite de la 5a-reductase. 
Un modele in vitro de cultures de fibroblastes dermiques humains normaux a ete 



1. Materiels ef methodes 

1.1 Produits a Tessai, produit de reference, et reactifs 

Les produits a Tessai ont ete fournis par EXPANSCIENCE el onl ete 
conserves a +4°C jusqu'au moment de leur utilisation. 

La testosterone radioactive (marquee au tritium en position 1, 2, 6 et 7, activite 
specifique 79 Ci/mmol) etait foumie par AMERSHAM, la testosterone non- 
radiomarquee etait foumie par SIGMA. 

Les reactifs de qualite analytique, provenaienl de chez SIGMA, MERCK, 
BDH, ALDRICH ou CARLO ERBA sauf indication contraire. 

1.2 Systcme d^essai 

Le milieu de culture des fibroblastes (MCF) etait conslitue par du 
MEM/Ml 99 (3:1, v/v) additionne de penicilline (50 Ul/ml), de streptomycine (50 
Mg/ml), de bicarbonate de sodium (0,2 %, p/v) et de SVF (10 %, v/v). 
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Le sysieme d'essai etait consiitue de flbroblastes dermiques humains 
normaux cultives en monocouche. Les fibroblastes ont ete isoles a parlir d'un residu 
de plastic abdominale realisee chez une femme de 51 ans (sujet BIOPREDIC 
n°T0013). Les cellules ont ete utilisees au cinquieme passage, elles ont ete cultivees 
5 jusqu'a confluence des monocouches dans le milieu MCF a 37°C dans une 
atmosphere humide contenanl 5 % de CO2- 



1.3 Preparation des produits et incubation avec le systeme d'essai 
Le milieu d'incubation des fibroblastes (MIF) etait constilue de MCF 
10 additionne de testosterone tritiee (1,6 x 10*^ M, soit 6,32 |iCi/ml) et de testosterone 
non radiomarquee (3,84 x 10*^ M). 

Les produits a Fessai et le finasteride ont ete repris dans du DMSO avanl 
d'etre dilue dans le milieu d'incubation. La concentration finale en DMSO a ete 
mainlenue constante et egale a 1% (v/v) dans chaque dilution de produits a Fessai et 
15 de produit de reference. 

Echelle de temps : 
T-2 To T22 

• • • Heures 

20 i^ii <- 



^: elimination du milieu MCF 

D: pre-incubation des produits a Fessai el du produii de reference prepares dans le 
milieu MCF 

25 4^: elimination des milieux MCF contenanl les produiis a Fessai ou le produit de 
reference 

't^: incubation des produiis a Fessai et du produit de reference prepares dans le milieu 
MIF 

determination de Facliviie de la 5a -reductase 
30 Les cultures de fibroblastes onl ete pre-incubees en presence des produits a 

Fessai ou du produii de reference pendant 2 heures avanl I'ajoul du substrat, la 
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teslosierone. Pour cetle elane, les produils a Pessai el le produil de reference onl ele 
prepares dans le milieu MCF. 

Apres la pre-incubation, les cultures de fibroblasies ont ete incubees en 
presence des produils a I'essai ou du produil de reference prepares dans le milieu 
5 MIF pendanl 22 heures (ou 24 heures, indique avec les resulials) a 37°C dans une 
aimospherc humide conlenant 5 % de CO2. Des cultures lemoins onl ele incubees 
dans le milieu MIF en absence de produils a Fessai et de produil de reference. Des 
cultures «temoin DMSO» ont ele incubees dans le milieu MIF conlenant 1% (v/v) de 
DMSO. 

10 Chaque condition experimenlale a ele lestee en Iriplicale. 



1.4 Evaluation des cffets 

Apres la periode d'incubalion, les cellules onl ele soumises a Faction des 
15 ultrasons dans le milieu MIF. Les lysats cellulaires ainsi obienus onl ete exlrails par 
du dichloromelhane. Apres evaporation, les residus sees onl ele repris dans du 
methanol et ont ele deposes sur des plaques de silice 6OF254 (MERCK, reference 
5554). 

Des standards non radiomaiqu^s, la testosterone, la 5a-dihydroiestosterone el 
20 Fandrosienedione, ont ele deposes sur chacune des plaques. 

Le solvanl de migration elail un melange de dichloromelhane el d'elher (7:3, 
v/v) A la fin de la migration, les plaques de silices onl ele lues a Faide d'un scanner 
de.radioaclivite BERTHOLD. 

Les standards non radiomarques onl ele mis en evidence par pulverisation 
25 d'acide sulfurique a 5 % (v/v) sur les plaques de chromatographie chauffees ensuite a 
100°C pendanl 10 minutes. 

La comparaison des Rf (facteur de retention relatif) determines pour les 
standards avec ceux obienus pour les differenls meiaboliies radioactifs a permis 
Fidentification de ces demiers. 
30 La metabolisation de la lestosierone en 5a-dihydroteslosierone dans les 

differenies conditions expdrimeniales a ele calculee : les resulials (aires des pics de 
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5a-dihydroiestoslerone comptes par le scanner BERTHOLD) ont ete exprimes en 
pmoles de 5a-dihydrolestosterone formees par puits de culture. lis ont aussi ete 
exprimes en pourcentage de Tactivite 5a-reductase presenle dans le groupe 'temoin 
DMSO\ 

5 

2-5 - Traitcment des donn^es 

Les groupes de donn^es (groupe lemoin et groupes trailes) ont ete traites par 
une analyse de la variance a un facteur (ANOVA 1, p<0,05), suivie par un lest de 
DUNNETT (p<0,05). L'effet des produits a Tcssai ct du produit de reference a ete 
10 compare au groupe Memoin DMSO\ Les effels des produits a Tessai ont ete 
compares entre eux par une analyse de la variance a deux facteurs (ANOVA 2, 
p<0,05, facteur 1 = concentration et facteur 2 = trailement). 

2. Resultats et discussion 

15 On se reportera au paragraphe 3 suivant pour les tableaux de resultats 

detailles. 

2.1. Genistine ef genisteine 

Dans les echaniillons 'temoin DMSO' (0,1% v/v), la vitesse de 
20 metabolisation de la testosterone etait de 11,40 +/- 0,75 pmoles de 5D-DHT 

formees en 24 heures par puits de culture (tableau paragraphe 3.1). Cette vitesse 
etait conforme aux resultats deja obienus au laboratoire. 

La genistine, testee a 0,1 ; 1 et 10 pg/ml, n'avait pas d'effet dMnhibition 
significaiif (p<0,05) sur I'activite de la 5a-reductase. A 100 Mg/ml, ce produit 
25 inhibait significativement (p<0,05) de 32% i'activite de la 5a-reductase. 

La genisteine, testee a 0,1 ; 1 et 10 yig/m], inhibait significativement (p<0,05) 
de 32% ; 33% et 31% respectivement Tactivite de la 5a-reductase. A 100 jJg/ml, 
5il inhibait significativement (p<0,05) de 61% Pactiviie de la 5a-reductase. 
En conclusion, la genisteine est nettement plus active que la genistine. 

30 
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2,2 Exirait d'isoflavones de soja 

Dans les cultures temoins, la vilesse de metabolisation de la testosterone etail 
de 9,71 +/- 0,77 pmoles de 5a-DHT fomiees en 22 heures par puits de culture 
(tableau paragraphe 3,2). Cette vitesse etait conforme aux resullals deja oblenus 
5 au laboratoire. 

L'exlrait d'isoflavones de soja, teste a 10 et 100 [igfn\\, inhibait 
respeclivemenl de 22 et 17% Tactivile de la 5a-reductase. 

L'extrait de Serenoa Repens, teste a 10 et 100 jjg/ml, inhibait respectivemenl 
de 15 et 35% Tactivite de la 5a-reductase. A 1 [xg/m\, il n'avait pas d'effet. 
10 En conclusion, dans les conditions experimentales relenues, les extraits 

dMsoflavones de soja et de Serenoa Repens (reference) inhibaient Tactivile de la 
5a reductase. L'extrait d'isoflavones de soja presente une activite d'inhibition de 
la 5a reductase superieure a celle de I'extrait de Serenoa Repens. 

1 5 2.3. Extrait de Pygeum Africanum 

Dans les cultures temoins, la vitesse de metabolisation de la testosterone etait 
de 9,71 +/- 0,77 pmoles de 5a-DHT formees en 22 heures par puits de culture 
(tableau paragraphe 3.3.). Cette vitesse etait conforme aux resullats deja oblenus 
au laboratoire. 

20 Les effets des produils a Tessai ont ete compares a ceux obtenus en presence 

du finasteride, utilise comme produit de reference en plus de Textrait de Serenoa 
Repens. 

Le finasteride, teste a 3 et 30 ng/ml, inhibait respectivement Tactivite de la 
5a-reductase de 36 et 65% (lableaul). Ce resuliat etait attendu et valide Teiude. 
25 L'extraii de Serenoa Repens, teste a 10 et 100 jig/ml, inhibait respectivement 

de 15 ct 35% I'activite de la 5a-reductase. A 1 iig/n\], il n'avait pas d'effet 
(tableau 2). 

L'extrait de Pygeum Africanum, teste a 1, 10 et 100 inhibait 
respectivemenl de 33, 22 et 30% Taclivite de la 5a-reduclase (tableau 2). 
30 En conclusion, les exlrails de Serenoa Repens et de Pygeum Africanum 

inhibaient de fa^on quasi idenlique I'activite de la 5a reductase. 
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3. Tableaux de resuKats detailles 
3.1. Effet de la g^nistine et de la gcnisteinc sur Tactivitc de la 5a- 
reduclase dans des cultures de flbroblasles dermiques humains 
normaux, apres 24 heures d'incubalion 



Produit 


DMSO 




Concentration (|ig/ml) 






l%(v/v) 


0.1 


1 


10 


100 




10,56 


1 1,72 


9,80 


13,64 


7,12 




12,00 


11.16 


9,88 


14,12 


8,84 


Genistinc 


11,64 


9,36 


10,16 


12,64 


7,20 




ll,40+/-0,75 


10,75+/- 1,23 


9,95+/-0,19 


13,47*+/-0,76 


7,72*+/-0,97 




100 


94 


S7 


118 


68 




10,56 


8,04 


7,52 


7,96 


4,24 




12,00 


7,52 


8,56 


8,68 


4,96 


Genisteine 


11,64 


7,72 


7,00 


6,88 


4,16 




1 1,40+7-0.75 


7,76*+/-0.26 


7,69*+/-0,79 


7,84*+/-0,91 


4,45*+/-0,44 




100 


68 


67 


69 


39 



Les resultats sent exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puils de culture. 
En gras : moyenne el ecart type 

En italiquc : pourcentage du groupe 'DMSO 0,1 % (v/v)* 

* ; moyenne significalivement differcntc du groiipc 'DMSO 0,1% (v/v)* 
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Effet des cxfraits de Sercnoa Rcpens ct d'isonavones de soja 
(Gcnostcn 4000) sur I'activite de la 5a-reductase dans des cultures 
de fibroblastes dermiques humains normaux apres 22 hcurcs 
d'incubation 



Pr"/^/! lilt 

1 r(.)uuji 




ConcenTration (fig/ml) 




1 07 /,//,, \ 

1 /o yy/y) 


I 


10 


100 




8,00 


7.72 


6,84 


5,48 




8,92 


O OA 


7,48 


5,68 


Sercnoa Repens 


6,06 


8,08 


7,-52 


5,44 




8,53+/-0,48 


8,33+/-0,77 


7,28*+/-0,38 


5,53*+/-0,13 




100 


98 


55 


65 




8,00 




6,24 


7,04 


Extrait 


8,92 




6,52 


7,12 


d^isoflavones de 








soja (Genosten 


8,68 




7,12 


7.12 


4000) 










8,53+/-0,48 




6,63*+/-0,45 


7,09*+/-0,05 




100 




78 


83 



Lcs resultats sont exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puils de culture. 

tn gras : moyenne et ecarl type 

lin italique : pourcentage du groupe DMSO 

* : moyenne significalivement differente du groupe DMSO (p<0,05) 
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.3. EfTet du finasteride et des eXraits de Serenoa Repens et Pygcum 
Africanum sur I'activite de la Sa-rdductase dans des cultures de 
fibroblastes dermiques humains normaux apres 22 heures 
d'incubation 

3.3.1. Finasteride 



Temoin 


DMSO 


Finasteride (ng/ml) 




l%(v/v) 


3 


30 


9,24 


8,00 


5,52 


2,92 


9,28 


8,92 


5,84 


2,92 


10,60 


8,68 


5,00 


3,00 


9,71*+/-0,77 


8,53+/-0,48 


S,45*+/-0,42 


2,95*+/-0,05 


IN 


100 


64 


35 



Les resuliats sonl exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puits de culture. 

En gras : moyenne et ecarl type 

En itaiique : pourcentage du groupe DMSO 

♦ : moyenne signiflcativement differenie du groupe DMSO (p<0,05) 



3.3.2. Extraits de Serenoa Repens et Pygeum Africanum 



Produit 



Serenoa 
Repens 



Pygeum 
Africanum 



DMSO 
I%(v/v) 


Cor 

1 


iccntration (pg 
10 


/ml) 

100 


8,00 
8,92 
8,68 

8,53 +/-0,48 

100 


1,11 
9,20 
8,08 

8,33 +/-0,77 

98 


6,84 
7,48 
7,52 

7,28* +/-0,38 
85 


5,48 
5,68 
5,44 

5,53* +/-0,13 
65 


8,00 
8,92 
8,68 

8,53+/-0,48 
100 


5,00 
5,64 
6,40 

5,68*+/-0,70 

67 


6,36 
7.28 
6,20 

6,61*+/-0,58 

78 


5,84 
6,52 
5.60 

5,99*+/-0,48 

70 



^ I — - _^vfc-i-^j 1 1 iiicc5/puu5 ae c 

En gras : moyenne et ecarf type 

En itaiique : pourcentage du groupe DMSO 

* : moyenne significativement differente du groupe DMSO {p<0,05) 
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Exemple 3 : composition d'un shampooing pour cheveux gras. 

^ % 



15 



Aqua 


q.s.p. 100,000 


Sodium Lauroamphoaceiate 


14,000 


Coco-Glucoside 


10,000 


Magnesium Laureth Sulfate 


5,000 


PEG-40 Glyceryl Cocoate 


3,450 


PEG-150Distearate 


1,850 


Sodium Coceth Sulfate 


1,050 


Citric Acid 


0,450 


Disodium EDTA 


0,300 


Parfum 


0,200 


Methylparaben 


0,160 


Butylparaben 


0,060 


Isoflavone de Soja 


1,000 


Pygeum Africanum 


0,500 



Exemple 4 : composition d'une emulsion pour peau grasse 

% 



25 



40 



Aqua q 


s.p. 100 


Di-C12-13 Alkyl Malate 


1 0.000 


Glycerine 


5,000 


PEG-5 Glyceryl Stearate 


3,500 


Glyceryl Stearate 


1,500 


Ceresin 


1,500 


PEG-40 Stearate 


1,500 


Sorbitan Stearate 


1.000 


Zinc PCA 


1,000 


Cetyl Alcohol 


1,000 


Polyacrylamide 


1,000 


CI 3- 14 Isoparaffin 


0,500 


Parfum 


0,500 


Piroclone Diamine 


0,300 


Laureth-7 


0,125 


Sodium Polyacrylate 


0,065 


Citrate de glycerides de palme hydrogencs 


0,040 


Isoflavone de Soja 


2.000 
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K.xcmpic 5 : composition d*une Emulsion pour peau grasse 



/o 



5 


Aqua 


q.s.p. 100 




Di-t l2-13 Alkyl Malate 


10,000 




Glycerine 


5,000 




l'rG-5 Glyceryl Stearate 


3,500 




Glyceryl Stearate 


1,500 


10 


Ccrcsin 


1,500 




PEG";0 Stearate 


1,500 




SorMt;in Stearate 


1,000 




/mc IT A 


1,000 




Cct\l Alcohol 


1.000 


15 


Poiyacrylamide 


1,000 




CI 3- 14 Isoparaffin 


0,500 




Parfum 


0,500 




Pirucionc Olamine 


0.300 




Laureth-7 


0,125 


20 


Sodium Polyacrylate 


0,065 




Citrate de glycerides de palme hydrogenes 0,040 




Pygeum Africanum 


1,000 




Acide Salycilique 


1,000 



25 



30 



35 
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Revendicafions 



1. Utilisation d*au moins un produit choisi dans le groupe conslitue par les 
isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et les melanges de ces derniers, pour la 

5 preparation d'une composition destinee a inhiber I'activite de la 5a-reductase, 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la composition 
csi destinee a inhiber Tisoenzyme de type 1 et/ou I'isoenzyme de type 2 de la 5a- 
rcductase. 

3. Utilisation selon la revendication I ou 2, caracterisee en ce que le produit 
10 est choisi parmi les isoflavones synlhetiques ou d'origine naturelle. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le produit est choisi parmi les isoflavones synthetiques ou 
d'origine naturelles du groupe conslitue par les genistine, daidzine, glycitine, 
acciyldaidzine, acetylgenistine, acetylglycitine, malonyldaidzine, malonylgenistine, 
15 malonylglycitine, la 2,4,4*-trihydroxydeoxybenzoine (THB), la daidzeine, la 
genisicine, la glyciteine, la formononectine, la biochanine A, la genist6in-4'-0- 
glucoside, la 2'-hydroxygenistein-7-0-glucoside, la genislein-C-8-glucoside et les 
melanges de ces demiers. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
20 caracterisee en ce que produit est choisi dans le groupe constitue par la genistine, la 

genistcine et les melanges de ces derniers. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du soja, 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications I a 5, caracterisee en 
25 ce que le produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du lupin. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le produit est utilise selon une proportion comprise entre 
environ 0,001 et environ 100 % en poids, par rapport au poids total de la 
composition. 
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9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caraclerisce en ce que la composition prcparce comprend un excipient 
phaimaceutiquement, dermatologiquement ou cosmetiquement acceptable. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que I'excipient est 
5 adapte pour une administration par voie topique exlerne ou par voie rectale. 

11. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition est destinee au traitemenl des pathologies et'ou 
des desordres cutanes lies a une exageration congenitale ou acquise de I'activite de la 
5a-reduclase. 

10 12. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 

en ce que la composition est destinee au traitement de I'hypertrophie prostatique. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications l a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au traitemenl de I'adenome prostatique. 

14. Utilisation selon Tune quelconque des revendications l a 10, caracterisee 
15 en ce que la composition est destinee au traitement de I'acne. 

15. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au traitemenl de Thyperseborrhee. 

16. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au traitement de Talopecie. 

20 17. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 

enceque la composition est destinee au traitement de Thirsutisme. 

18. Methode de traitement cosmetique de la peau grasse, caracterisee en ce 
qu'on applique sur la peau une composition cosmetique contcnant au moins un 
produit tel que defmi a I'une quelconque des revendications 1 et 3 a 7. 

25 19. Methode de traitement cosmetique de la chute des cheveux, caracterisee 

en ce qu'on applique sur le cuir chevelu une composition cosmetique contenant au 
moins un produit tel que defmi a Tune quelconque des revendications 1 et 3 a 7. 

20. Methode de traitement cosmeiique de I'exces de pilosite, caracterisee en 
ce qu'on applique sur les zones de la peau presentanl des exces de pilosite une 

30 composition cosmetique contenant au moins un produit tel que defini a Tune 
quelconque des revendications 1 et 3 a 7. 
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21. Meihode de trailement cosmeiique selon Tune quelconque des 
revendications 18 a 20, caraclerisee en ce que ledit produit est present dans la 
composition selon une proportion comprise entre environ 0,001 el environ 100 % en 
poids, par rapport au poids total de la composition. 
5 22. Methode selon Tune quelconque des revendications 18 a 21, caracterisee 

en ce que la composition cosmetique conlient en outre au moins un excipient 
cosmetiquement acceptable. 

23- Utilisation d'au moins un produit tel que defini a Tune quelconque des 
revendications 1 et 3 a 7, en tant qu'additif dans un aliment pour I'etre humain et'ou 
10 ]*animal. 

24. Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que le produit est 
present dans I'aliment selon une proportion comprise entre environ 0,001 et environ 
100 % en poids, par rapport au poids total de I'aliment. 

15 



20 



25 
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FEUILLE SUPPLEMENTAIRE C 
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Certair.es revendications n'ont pas fait Tobjet d'une recherche ou ont 
fait Tobjet d'une recherche Incomplete, a savoir: 



Revendications ayant fait 
Tobjet de recherches incompletes: 
1-24 



Raison: 

Les definitions "i sof 1 avones" et 'prunier d' Afrique" presentes dans la 
revendication 1 ont trait a une tres grande varlete de composes/produits . 
Un fondement et/ou un expose ne peut cependant etre trouv# que pour un 
nombre tres restreint de ces composes/produits revendiques. Dans le cas 
present, les revendications manquent a un tel point de fonden»ent et 
Texpose de Tinvention dans la description est si limite q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. Par 
consequent, la recherche a ete liroitee aux parties des revendications qui 
presentent un fondement et un expose, c'est a dire les parties ayant 
trait aux composes mentionn^s dans la revendication 4, dans les 
description a la page 5-6 et aux extraits de prunier d'Afrique denommes 
"Pygeum" et "Prunus Africana". ^ , r ix 

La definition "composition destin^e a inhiber 1 activite de la 5 alfa 
reductase" presente dans la revendication 1 ne definit pas les maladies 
pour lesquelles les compositions sont destlnees. Par consequent, la 
recherche a ete limitee aux maladies mentionnes dans les revendications 
12-20. 
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